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RESUMEN 
 
   Las células han desarrollado múltiples estrategias para afrontar el estrés 
asociado a la infección viral, dentro de las cuales se encuentran la formación de 
complejos ribonucleoproteícos (RNPs), que pueden favorecer o perjudicar la replicación 
viral. Los RNPs se encuentran en todo tipo de células eucarióticas, y están involucrados 
en numerosos aspectos de regulación génica. Dentro de los tipos más comunes se 
encuentran los Cuerpos de Procesamiento o P-Bodies (PBs), que corresponden a focos 
citoplasmáticos no membranosos, enriquecidos en proteínas implicadas en el 
catabolismo del ARNm y la represión de la traducción. Muchos virus que poseen 
genoma de ARN (Poliovirus, Virus del Dengue, Virus del Nilo Occidental, Virus de la 
Hepatitis C, entre otros) son conocidos por interrumpir y/o capturar componentes de los 
PBs, revelando que la modulación de estos PBs algún punto del ciclo de infección viral 
es fundamental para su supervivencia, evitando la degradación del ARN genómico viral 
para asegurar su encapsidación en una nueva partícula viral y comenzar un nuevo ciclo 
infectivo. La comprensión de como VIH-1 contrarresta la respuesta celular antiviral, nos 
ayudará a sentar las bases para la generación de nuevas estrategias terapéuticas para 
reforzar las defensas inmunitarias celulares del hospedero contra los patógenos 
invasores, por lo que, para evaluar la relación entre los PBs y VIH-1, cuantificamos los 
PBs en células que expresan VIH-1 mediante microscopia confocal. La expresión de 
VIH-1 en células U2OS provoca disminución en la agregación de los PBs al 
compararlas con aquellas que no expresan el virus. Debido a esta disminución se 
monitorearon la expresión de 3 marcadores de PBs: pan3, dcp1 y xrn1, mediante 
ensayos western blot y qRT-PCR. Sorprendentemente, los niveles de expresión de 
Dcp1 aumentaron sobre un 50% cuando las células expresan VIH-1, por lo que se 
utilizó la técnica de silenciamiento mediante ARNi, el cual se obtuvo que el 
silenciamiento de Dcp1 disminuyó la expresión del mensajero completo de VIH-1 así 
como también la expresión de la proteína viral gag, sugiriendo que Dcp1 podría ser un 




ADN  Ácido Desoxirribonucleico  
ADNc  Ácido Desoxirribonucleico Complementario  
APOBEC3 Del inglés “Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic 
polypeptide-like3” 
ARN  Ácido Ribonucleico  
ARNg  Ácido Ribonucleico genómico   
ARNm Ácido Ribonucleico mensajero 
ARNi   ARN de interferencia  
Ato  Arsenito de Sodio  
CAP   7-metil-guanosina y el primer nucleótido del mRNA  
Capping  Adición de la estructura CAP 
CCR5  Receptor de quimiocina C-C de tipo 5  
CVB3  Coxsakievirus   
CXCR4 Receptor de quimiocina C-X-C de tipo 4 
Dcp1  Del inglés “Decapping protein 1”  
Dcp2  Del inglés “Decapping protein 2”   
DDX3  ARN helicasa dependiente de ATP 
DDX6  Del inglés “DEAD-box helicase 6” 
Decapping  Hidrólisis de la estructura CAP  
DMEM Dulbecco’s modified Eagle medium  
DENV  Virus del Dengue 
eIF   Factor de iniciación de la traducción eucariota  
H  Hora 
Hpt  Horas post-transfección  
IAV  Virus de la Influenza A   
kDa   KiloDalton 
Lsm  Del inglés “Like Smith antigen protein” 
mL  Mililitro 
nM  Nano Molar 
NS1   Proteína no estructural 1 del virus de la gripe 
ONUSIDA Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/Sida  
PABP  Proteína de unión a poliA 
Pan3  Del inglés “Poly (A) Specific Ribonuclease Subunit”  
Pat1L  Del inglés “Protein associated with topoisomerase II homolog 1” 
PBS   Tampón fosfato salino 
PBs  Cuerpos de procesamiento, del inglés “P-bodies”  
PCR   Reacción en cadena de la polimerasa  
Poli A  Cola de adeninas 
PIC  Complejo de preintegración  
PV  Poliovirus  
RNPs  Ribonucleoproteínas 
SDS  Dodecil sulfato sódico  
SGs  Gránulos de Estrés  
SIDA  Síndrome de Inmunodeficiencia Adquirida 
Splicing Procesamiento del pre-RNA en el cual se eliminan secuencias 
intrónicas  
VHC  Virus de la Hepatitis C  
VIH-1  Virus de la Inmunodeficiencia Humana del tipo 1 
WNV   Virus del Nilo Occidental 
Xrn1  Exoribonucleasa 1 de 5’ a 3’  
µg  Microgramo 
















 La familia Retroviridae abarca un grupo de patógenos humanos y 
animales que causan una gran variedad de enfermedades incluyendo ciertos tipos de 
cáncer y enfermedades inmunológicas y neurológicas. En la clasificación taxonómica de 
los virus, la familia Retroviridae tiene 7 géneros: alpharetrovirus, betaretrovirus, 
gammaretrovirus, deltaretrovirus, épsilonretrovirus, lentivirus y spumavirus (Coffin et al. 
1997). Los retrovirus humanos Human T lymphotropic virus 1 (HTLV-1) y HTLV-2 se 
agrupan entre los deltarretrovirus, mientras que el virus de la inmunodeficiencia humana 
de tipo 1 (VIH-1) y el VIH-2 entre los lentivirus. El VIH-1 es el agente etiológico de una 
de las pandemias más devastadoras en la actualidad: el Síndrome de 
Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), identificada en 1983 (Barre-Sinoussi et al. 1983). 
Actualmente viven 36.9 millones de personas infectadas con VIH-1 en el mundo, sólo 
en el 2014 alrededor de 2 millones de personas se infectaron con el VIH-1 y cerca de 
1.2 millones de personas murieron de enfermedades relacionadas con el SIDA, 
reportado según el Programa Conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/Sida 
(ONUSIDA, 2015). A pesar de la disponibilidad de los tratamientos antirretrovirales, no 
es posible erradicar el virus del organismo, y en consecuencia el SIDA es considerado 
una enfermedad crónica no curable que requiere tratamiento toda la vida. En Chile, 
durante el año 2010, se reportaron 24.014 casos de los cuales aproximadamente el 
29% han fallecido, y en los últimos años los casos reportados de VIH/SIDA aumentaron 







1.2 Ciclo replicativo 
 En primera instancia, el virus infecta aquellas células del sistema inmune 
que expresan receptores CD4 y co-receptores de quimiocinas (CCR5 o CXCR4) tales 
como, linfocitos-T, células dendríticas y macrófagos (Choe et al. 1996). El 
reconocimiento del receptor celular por medio de la glicoproteína de superficie gp120 
viral gatilla la fusión de ambas membranas y la entrada de la cápside en el citoplasma 
de la célula infectada. Luego el genoma viral de ARN de polaridad positiva, es 
convertido a ADN complementario (ADNc) de doble hebra por la transcriptasa inversa 
viral. El ADN viral, en asociación con proteínas tanto virales como celulares, forma un 
complejo de pre-integración (PIC) para ser importado al núcleo e integrado por acción 
de la integrasa viral en el genoma de la célula blanco, formando el estado de “provirus”. 
El provirus puede permanecer latente o continuar el ciclo replicativo bajo una expresión 
génica eficiente. Una vez integrado, el ADN viral es transcrito por la ARN polimerasa II 
(ARNPII) celular, generando un ARN mensajero (ARNm) que posee en el extremo 5’ del 
genoma una estructura m7-metil-guanosina (5’ cap) y en el extremo 3’ una cola de 
poli(A) (3’ poli(A)), al igual que los ARNm celulares. La transcripción del provirus resulta 
en la expresión de más de 40 transcritos, que a partir del splicing alternativo de un 
único transcrito el ARNm no procesado de 9Kb (o ARNg), se producen aquellos que 
sufren procesamiento parcial tales como los ARNm de 4Kb y los que sufren 
procesamiento completo como los ARNm de 2Kb. El ARNg o ARNm no procesado 
posee una función dual en el ciclo replicativo ya que es utilizado como molde para la 
síntesis de las proteínas estructurales Gag, y Gag–Pol, y además corresponde al 
genoma viral que es encapsidado en las partículas virales nacientes (Purcell & Martin 
1993). Una vez que la partícula viral inmadura es liberada por gemación de la 
membrana plasmática, las poliproteínas virales sufren un procesamiento proteolítico 
mediado por la proteasa viral proceso que da origen a los viriones maduros de VIH-1 





Figura 1. Etapas del ciclo replicativo retroviral. Diferentes eventos en el ciclo 
replicativo de los retrovirus son ilustrados. A) La entrada viral implica los siguientes 
pasos: la unión a un receptor específico en la superficie celular; fusión de la membrana; 
liberación de la cápside viral y parcial uncoating; transcripción inversa; tránsito a través 
del citoplasma y la entrada nuclear; y la integración en el ADN celular para generar el 
provirus. B) La salida del virus implica los siguientes pasos: la transcripción por la ARN 
polimerasa II (ARNPII) celular; splicing y exporte nuclear del ARN viral; traducción de 
proteínas virales; ensamble de Gag y empaquetamiento del ARN; gemación a través de 
la membrana celular; la liberación de la superficie celular y maduración del virus. 
Imagen modificada de Stoye, 2012. 
 
 Los virus han evolucionado hasta convertirse en patógenos altamente 
eficientes, estableciendo la infección con éxito y comprometiendo la supervivencia de la 
célula hospedera. Sin embargo, en respuesta a las infecciones virales, las células han 
desarrollado una robusta respuesta inmune antiviral creando un ambiente inhóspito 
para la replicación viral. Una de estas respuestas es la formación de complejos 




1.3 Complejos Ribonucleoproteicos (RNPs) 
 Los RNPs se encuentran en todo tipo de células eucarióticas y están 
involucrados en numerosos aspectos de la regulación génica. Estos RNPs consisten en 
condensados de ARNm silenciados y proteínas de unión a ARN (RBPs), encontrados 
en zonas nucleares y citoplasmática. Sin embargo, evidencia emergente revela que 
también pueden servir como vehículos de detección que vinculan la infección con el 
estrés y pueden responder mediante el montaje de la respuesta inmune antiviral innata 
(Dickson and Wilusz 2011). Los tipos más comunes de RNPs son los Gránulos de 
estrés (SGs) y los Cuerpos de Procesamiento (PBs), los cuales son definidos por sus 
funciones y componentes contribuyendo al ciclo de vida y regulación del ARNm.  
 
1.4 Gránulos de Estrés 
 Los Gránulos de estrés (SGs) contienen ARNm traduccionalmente 
silenciados, enriquecidos de factores de inicio de la traducción y subunidades 
ribosomales 40S; tienen un tamaño entre 0.5-5 µm de diámetro y son formados en el 
citoplasma como respuesta a varios tipos de estrés celular tales como: shock térmico, 
respuesta de proteínas mal plegadas en el retículo endoplasmático, hipoxia, durante la 
deprivación de aminoácidos, irradiaciones ultravioleta (UV) e infecciones virales, entre 
otros (Anderson, P. & Kedersha, 2002). Los mecanismos actuales para la formación de 
SGs comienzan con la supresión de la traducción a través de la fosforilación del factor 
de iniciación (eIF) 2α, inhibición de la función helicasa eIF4A, o la escisión de eIF4G, 
que obliga a la acumulación de complejos de inicio de la traducción detenidos (Thomas 
et al. 2011). Dentro del contenido de los SGs se encuentran factores de pre-iniciación 
necesarios para la reanudación de la traducción (eIF4G, eIF3, PABP-1) y el ARNm 
diana, proteínas de unión al ARNm con funciones de control traduccional o de 
estabilidad (p. ej., TIA, TTP, PABP, HuR, FXR1, CPEB, eIF4E) (Anderson, 2006), 
proteínas vinculadas al metabolismo del ARNm (p. ej., G3BP1, DDX6, PMR1, SMN, 
Staufen) y proteínas de señalización (p. ej., TRAF2) (Anderson y Kedersha, 2002), 
entre otras. Se han observado diferentes consecuencias de la infección viral en la 
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formación de SGs: supresión de la formación de SGs, inducción del ensamble 
transiente de SGs, y oscilación entre el ensamble y desensamble de los SGs durante el 
curso de la infección (Valiente-Echeverría et al, 2012). 
 
1.5 Cuerpos de Procesamiento 
 Los Cuerpos de Procesamiento (PBs) son focos citoplasmáticos de 
naturaleza heterogénea que pueden medir entre 0.1-2 µm de diámetro. Los PBs se 
expresan de manera ubicua en muchos tipos celulares y se encuentran enriquecidos en 
proteínas implicadas en el catabolismo del ARNm (deadenilación, hidrólisis de la 
estructura 5`cap y degradación del ARNm) y represión de la traducción. Dentro de las 
moléculas claves participan proteínas de degradación de la estructura 5`cap: Dcp1 y 
Dcp2; la exonucleasa Xrn1; proteínas Lsm (1-7); proteínas de andamiaje helds/GE-1; 
GW182; Argonauta; enzimas ARN helicasas dependientes de ATP: DDX6 y Mov10; 
deaminasas APOBEC3G; complejo deadenilasa: Pan 2/3; entre otras. Lo interesante es 
que tanto los PBs como los SGs comparten factores, lo que sugiere un control dinámico 
sobre la regulación de los ARNm en momentos de estrés, como lo es una infección viral 
(Kedersha y Anderson, 2007). 
 
1.6 PBs y los virus 
 Muchos virus son conocidos por capturar componentes de los PBs, sin 
embargo, los mecanismos involucrados en estos procesos aún no han sido 
completamente dilucidados. Dentro de los virus conocidos por modular el ensamblaje 
de los PBs se encuentran los enterovirus como Poliovirus (PV) y Coxsakievirus B3 
(CVB3), que usan proteasas virales (proteasa 3C y 2A) como proteínas de “seguridad” 
que interfieren con el factor de inicio de la traducción eIF4G y la proteína de unión a la 
cola de poli (A) (PABP), facilitando su replicación (Bovee et al. 1998). Estos virus 
interrumpen la formación de los PBs durante las fases tempranas de replicación. Tres 
componentes claves de los PBs (Dcp1, Xrn1 y Pan3), son degradados, pero solo la 
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escisión de Dcp1 es vinculada a la proteasa 3C viral, mientras que Xrn1 y Pan3 son 
sometidas a una degradación proteosomal acelerada (Figura 2). La reducción de Pan3 
puede inducir la interrupción de los PBs, ya que la deadenilación parcial de transcritos 
por el complejo deadenilasa Pan2/3 es requerida para la inclusión de los ARNm en los 
PBs. Por lo tanto, el objetivo potencial de la escisión de Dcp1 por PV podría estar 
relacionado con limitar las defensas de los hospederos.  
 Un estudio sobre la infección del Virus de la influenza A (IAV) indica que la 
proteína celular RAP55, encontrada tanto en SGs como PBs, puede ser necesaria para 
la formación o dinamismo de estos últimos. La proteína NS1 de IAV es encontrada en 
los PBs formando complejos con RAP55 (Moket al. 2012). Este complejo NS1-RAP55 
beneficia al virus mediante la prevención del ensamblaje de los PBs. Así mismo, la 
proteína E4 11k adenoviral se une a DDX6 y sitúan al menos 5 componentes de los 
PBs (DDX6, Lsm1, Ge-1, Xrn1 y Ago2) en agregosomas citoplasmáticos inducidos por 
la infección viral (Greer et al. 2011). Los Flavivirus como el Virus del Dengue (DENV) y 
el Virus del Nilo Occidental (WNV), cuyos ARN genómicos son capaces de unirse a la 
proteína TIA-1 de los SGs (Emara y Brinton, 2007), también secuestran proteínas 
constituyentes de los PBs, incluyendo DDX3, DDX6, GW182, Xrn1 y Lsm1, en zonas 
cercanas a los centros de replicación viral perinuclear, mientras que el número de PBs 
disminuye (Chaharet al. 2013). Los flavivirus también producen un nuevo ARN 
subgenómico (ARNsg), fragmento de la región 3´ no traducida de una hebra positiva del 
ARN viral, que une la proteína Xrn1, inhibiendo su actividad dando lugar a la 
acumulación de ARNm celulares sin cap (Moonet al. 2012). En consecuencia, el ARNsg 
tiene nuevos roles en la inhibición de nucleasas celulares involucradas en la regulación 
genética e inmunidad innata que pueden afectar directamente la función de los RNPs. 
 El Virus de la Hepatitis C (VHC) también co-opta proteínas de los PBs. Los 
pasos claves en la replicación del virus y ensamblaje ocurren en torno a gotas lipídicas. 
Aunque la proteína core de VHC no puede interactuar directamente con DDX3, es 
capaz de formar complejos que contienen a DDX3 y colocalizan en estas gotas lipídicas 
(Youet al. 1999). Además, varios otros componentes de los PBs (DDX6, Lsm1, PatL1, 
Ago2, and Xrn1) son capturados en sitios de ensamblaje que contienen el core de VHC, 
7 
 
asimismo, DDX6, Lsm1-7 y PatL1 también funcionan en apoyo de la traducción y la 
replicación del ARN del VHC (Jangraet al. 2010).  
 La proteína de la nucleocápside (N) de Hantavirus se une al 5`cap del 
ARNm celular y es acumulado en los PBs, resultando en la inhibición del decapping 
mediada por Dcp1/2 y generando la síntesis del ARNm viral con un 5`cap sustraído de 
los ARNm celulares (Miret al. 2008). Los transcritos de Hantavirus escapan con 
facilidad de los PBs para reclutar los ribosomas, alterando la función de los PBs. En la 
figura 2 se ilustran las interacciones entre virus – PBs comprendidas hasta la fecha. 
 
Figura 2. Vías de interrupción de los Cuerpos de Procesamiento por diferentes 
virus. Las ribonucleoproteínas (RNP) son remodeladas por extracción de factores de 
iniciación y subunidades ribosomales, asociados con otros factores del decaimiento del 
ARN [p. ej., Xrn1, Dcp1, DDX6, GW182, y componentes del exosoma Lsm], sometidos 
a deadenilación mediado por Pan2/3 y transportados por microtúbulos en conjunto con 
los PBs. VHC capta algunos de los componentes de los PBs dentro de un nuevo foco 
de replicación viral/ensamble con proteínas del core viral. Flavivirus también desvían 
aquellos factores de los PBs a nuevos focos de replicación, unido al ARN viral a través 
de una interacción con DDX6. PV induce la escisión de Dcp1 y la rápida degradación de 
Xrn1 y Pan3. RAP55 es un factor crucial de los PBs que la proteína NS1 de IAV impide 
su ingreso a estos. Abreviaciones: DENV, Virus del Dengue; VHC, Virus de la Hepatitis 
C; IAV, Virus de la influenza A; PV, Poliovirus; ARNsg, ARN subgenómico de flavivirus; 
WNV, Virus del Nilo occidental. Imagen modificada de Tsai y Lloyd, 2014. 
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 Debido a que los PBs están involucrados en la degradación del ARN, no 
es de extrañar que los virus que poseen genoma de ARN deban antagonizar sus 
funciones. Como se detalló anteriormente muchos virus (PV, CVB3, IAV, DENV, VHC, 
Hantavirus, entre otros) son conocidos por interrumpir y/o capturar componentes de 
PBs, indicando que la manipulación de estos es fundamental para su supervivencia. 
Esto se debe a que el ARN genómico viral no puede ser degradado por la maquinaria 
celular, ya que debe ser encapsidado eficazmente en una nueva partícula viral y 
comenzar un nuevo ciclo infectivo. 
 Muchos estudios han mostrado evidencias indirectas de la relación 
existente entre componentes de los PBs y el VIH-1 durante la infección. Por ejemplo, 
proteínas de la familia APOBEC (citidina deaminasas capaces de editar ADN o ARN) 
que son componente de los PBs, son reclutadas por la proteína viral Vif induciendo su 
degradación e impidiendo su incorporación letal en los viriones ensamblados (Gallois-
Montbrun et al. 2007). Estos estudios sugieren que Vif interactúa estrechamente con 
diversos APOBEC3s, con efectos sobre su relocalización subcelular, tasas de 
degradación y actividades antivirales (Marin et al. 2008; Martin et al. 2011). Otro 
componente de los PBs, Mov10, que posee un dominio putativo de ARN helicasa, 
podría ser requerido durante el ciclo de replicación lentiviral y su disrupción altera la 
generación de partículas virales infecciosas (Burdick et al.2010, Furtak et al. 2010). 
Ambos componentes de los PBs, Mov10 y APOBEC3G, se incorporan en los viriones 
de VIH-1 y se ha mostrado que APOBEC3G inhibe la replicación viral en ausencia de 
Vif, además que su actividad antiviral no requiere su localización en los PBs (Izumi T et 
al. 2013). Por otro lado, para catalizar el ensamblaje de la cápside viral, independiente 
del empaquetamiento del ARN, VIH-1 utiliza otro componente de los PBs, la helicasa 
DDX6 (Reed et al. 2012). 
 No obstante, durante la infección viral con VIH-1 se ha descrito la 
formación de un nuevo complejo Staufen-RNPs, denominado SHRNPs, que contiene la 
proteína de unión a ARNm Staufen1, el ARNm de VIH-1 y la proteína viral Gag; que 
estaría promoviendo la replicación viral (Abrahamyan et al. 2010). A pesar que Staufen1 
también es un componente en los PBs, los resultados de este trabajo sugieren que en 
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las zonas citoplasmáticas donde se concentra la mayor cantidad de ARNm viral, se 
localiza una menor cantidad de PBs. Así mismo, células tratadas con Arsenito de Sodio 
(Ato), compuesto químico que induce un estrés oxidativo y por ende un mayor 
ensamblaje de PBs, no muestra un cambio significativo con respecto a la localización 









Figura 3. SHRNPs son distintos de PBs, y el ARNv y Gag no se localizan en los 
PBs. Visualización de PBs en células que expresan VIH-1. En el panel 4 y 2 se 
muestran aumentos de áreas enmarcadas en 6X. Puntas de flechas blancas indican 
gránulos de gran tamaño que contienen ARNv y Gag en células empobrecidas de 
Staufen1. Marcaje de PBs con Dcp1 (rojo), ARNv (verde) y Gag (azul) en células que 
expresan VIH-1 y tratadas con Ato. ARNv, Gag y Dcp1 marcados en la región 
yuxtanuclear es mostrada en células tratadas con Ato con marcaje de Dcp1 (panel 1; 
ampliación 6X de la región en el recuadro del panel 2). Escala de barra: 10 um (A1-3, 
C1, 3,5); 5 um (A4-6, C2, 4, 5,6). 
 
 En conjunto, todos estos estudios revelan una captura de componentes de 
los PBs, así como también una menor localización de éstos en zonas probablemente 
relacionadas al ensamblaje viral. Sin embargo, aún no se ha dilucidado si las células 
infectadas con VIH-1 poseen un defecto en el ensamblaje de los PBs, o si bien son 
capaces de desensamblar los PBs existentes. Tomando en cuenta estos antecedentes, 
nos planteamos la siguiente hipótesis de trabajo: 
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1.7 Hipótesis de trabajo  
“La expresión de VIH-1 reduce el ensamblaje de los Cuerpos de Procesamiento 
para promover la replicación viral” 
 
1.8 Objetivos  
 
1.8.1 Objetivo General 
Estudiar si la disminución de los Cuerpos de Procesamiento se debe a un menor 
ensamblaje o a un aumento del desensamble de estos cuerpos.  
 
1.8.2 Objetivos Específicos 
 Determinar y cuantificar la presencia de PBs en células que expresan VIH-
1 mediante técnicas de microscopia confocal. 
 Determinar la expresión de proteínas, así como también la expresión de 
transcritos celulares que darán origen a los componentes de los PBs en 
células que expresan VIH-1.  
 Determinar el efecto de Dcp1 sobre la replicación viral. 
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2. MATERIALES Y MÉTODOS. 
 
2.1 Línea celular y condiciones de cultivo:   
 Para llevar a cabo este estudio se utilizó una línea celular de 
osteosarcoma U2OS, originado por neoplasia maligna de células de la cubierta externa 
del hueso, obtenidas de la tibia de una mujer caucásica de 15 años en 1964. Estas 
células fueron transfectadas y seleccionadas para lograr la expresión de manera 
estable de la proteína Dcp1, marcador de PBs, fusionada a la proteína fluorescente 
verde modificada (YFP). Esta línea celular fue donada por la Dra. Nancy Kedersha 
(Brigham and Women's Hospital, Harvard Medical School) (N. Kedersha & Anderson, 
2007). Estas células se cultivaron en un medio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified 
Eagle Medium), suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (FBS; HyClone) y 1% de 
antibiótico (Penicilina y Estreptomicina) (ThermoFisher) para evitar el desarrollo de 
microorganismos. Las condiciones de incubación fueron a 37°C con CO2 al 5% para 
cada uno de los ensayos. 
 
2.2 Vectores  
 Se utilizaron vectores de expresión que contienen el genoma del VIH-1. El 
vector proviral pNL4-3GagmRFP fue donado por el Dr. Andrew Mouland (McGill 
University) (Valiente-Echeverria et al., 2014). El vector pNL4.3R fue donado para este 
estudio por el Dr. Ricardo Soto-Rifo (Universidad de Chile), como control positivo de 
expresión del VIH-1 y posee un gen reportero de Renilla Luciferasa en el marco de 
lectura de gag. Ambos vectores provirales tienen una “mutación con desplazamiento del 
marco de lectura” o “frameshift” en el gen env que evita la expresión de las 
glicoproteínas de superficie y permite su utilización en laboratorios de bioseguridad de 
tipo 2. Por otra parte, el vector mCherry se utilizó como control y expresa una versión 
modificada de la proteína RFP, bajo el control del promotor CMV (Addgene).  
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2.3 Transfección de ADN   
Las células fueron sembradas siguiendo las especificaciones de la Tabla 1:  
 
Tabla 1. Condiciones experimentales utilizadas en nuestros ensayos de transfección. 
N° de células a sembrar dependiendo de la placa utilizada, el error varía alrededor de 
un 20-30% dependiendo de errores en pipeteo, estadísticos, propias de la configuración 
de la cámara o el volumen introducido en la cámara. 
 
Tipo de Placa N° de células por pocillo 
24 pocillos 75.000 
12 pocillos 150.000 
6 pocillos 300.000 
 
 
 Todas las transfecciones en este trabajo se realizaron con un 60% de 
confluencia celular utilizando como vehículo el polímero lineal polietilenimina (PEI) de 
25.000 Da (Polysciences) preparado de acuerdo al protocolo del proveedor (Reed, 
Staley, Mayginnes, Pintel, & Tullis, 2006). La proporción de ADN (μg)/PEI utilizada para 







2.4 Microscopía de fluorescencia y análisis de datos  
 Para poder determinar si la infección viral genera menos transcrito y/o 
proteínas celulares asociadas a los PBs, primero se debió corroborar si efectivamente 
la infección viral provocaba una disminución en el número de PBs. Por lo tanto, se 
sembraron 150.000 células U2OS Dcp1-YFP/pocillo, las cuales fueron colocadas sobre 
cubreobjetos de vidrio de 15 mm y transfectadas con 1 µg del vector proviral pNL4-
3GagmRFP ó 1 µg del vector mCherry y fueron crecidas bajo las condiciones 
nombradas en el punto 4.1.  
 
2.4.1 Preparación de muestras  
 Pasadas 6 horas post-transfección (hpt), el medio de cultivo fue 
reemplazado por medio fresco. Luego de 24 hpt, las células se fijaron con 
Paraformaldehido 4% (EMD Millipore) durante 20 minutos , se lavaron con PBS 
(Phosphate Buffered Saline, HyClone™) durante 1 minuto y fueron incubadas con 
Glicina 0.1 M durante 10 minutos, luego se lavaron con PBS (HyClone™) y finalmente 
se permeabilizaron con Triton X-100 0.2% (Merck) durante 5 minutos. Posteriormente 
los cubreobjetos con las células U2OS fijadas y permeabilizadas se montaron en 
portaobjetos con 3 µL de Medio de Montaje con DAPI (Sigma-Aldrich). 
 
2.4.2 Análisis de datos   
 La detección de la formación de PBs se obtuvo mediante la utilización del 
microscopio confocal (FluoView FV10i, Olympus), las imágenes obtenidas fueron 
procesadas con el software Imaris x64 7.2.1 y los gráficos de dispersión y análisis 





2.4.3 Análisis del ensamblaje de los PBs bajo distintos tratamientos 
 Para evaluar si la disminución de los PBs se debe a un menor ensamblaje 
o a un aumento del desensamble de estos, se diseño un experimento en el cual se 
sembraron la misma cantidad de células que en el punto 4.4 (se replicó hasta las 24 
hpt). Luego las células se trataron con arsenito de sodio (Ato) 0.5 mM por 45 minutos o 
con Cicloheximida (CHX) 50 µg/mL por 1 h. Posteriormente se realizó el protocolo de 
preparación de las muestras (punto 2.4.1). La detección de la formación de PBs se 
obtuvo mediante la utilización del microscopio confocal como se indicó anteriormente. 
 
2.5 Western Blot 
 
2.5.1 Cuantificación de proteínas mediante el ensayo de Bradford.  
 Para realizar esta medición se utilizó el reactivo de Bradford 5X (BioRad 
Protein Assay). Se diluyó el reactivo 5 veces con agua ultra pura. Se tomó 1µl de cada 
extracto proteico y se les agregó 0,2 mL de reactivo. Las muestras se agitaron 
vigorosamente, se dejó a temperatura ambiente durante 5 minutos y se midió la 
absorbancia a 595 nm en un lector de ELISA. En paralelo se realizó una curva de 
calibración con albúmina de suero de bovino (BSA) con cantidades correspondientes a 









2.5.2 Obtención de extractos proteicos  
 Con el fin de obtener los extractos de proteínas para verificar la expresión 
de las proteínas involucradas en el ensamblaje de los PBs durante la expresión de VIH-
1, se sembraron 300.000 células U2OS Dcp1-YFP/pocillo y fueron transfectadas con 1 
µg del vector proviral pNL4-3GagRFP o 1 µg del vector mCherry, crecidas bajo las 
condiciones nombradas en el punto 4.1. Pasadas 24 hpt se recogieron las células del 
cultivo, se lavaron con PBS (HyClone™) y se lisaron con una solución compuesta por: 
100 mM NaCl, 10 mM Tris pH 7.5, 1 mM EDTA, 0.5% nonidet p-40, un coctel de 
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche) e inhibidor de ARNasas (Life 
Technologies). Tras lisar, las muestras se resuspendieron y se incubaron en hielo 
durante 10 minutos. El lisado resultante se centrifugó a 14.000 rpm durante 15 minutos 
a 4°C, con el fin de eliminar el material insoluble. La concentración proteica de los 
extractos se determinó mediante el ensayo de Bradford (BioRad Laboratories).  
 
2.5.3 Electroforesis de proteínas y transferencia a membrana 
  La cantidad de proteína utilizada en los geles de SDS-PAGE al 10% fue 
de 20 µg por condición. El porcentaje de acrilamida/bis-acrilamida empleado en los 
geles varió en función el tamaño molecular (kDa) de la proteína a estudiar. Las 
proteínas se separaron en función de su tamaño, utilizando condiciones reductoras, a 
un voltaje constante de 120 mV durante 80 minutos. Luego, las proteínas se 
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (BioRad Laboratories) a amperaje 







2.5.4 Revelado de la membrana de nitrocelulosa  
 Después de 1 h de incubación a temperatura ambiente en solución de 
bloqueo (BSA al 2% en solución de TBS (buffer tris salino) con 1% de Tween-20) se 
realizó la incubación con el anticuerpo primario correspondiente por 1 h a temperatura 
ambiente y se lavó en solución de TBS-T (Buffer tris salino + Tween 20 al 0.1%) una 
vez por 10 minutos. La detección se realizó mediante un anticuerpo secundario frente a 
inmunoglobulinas de la especie donde se había realizado el anticuerpo primario, se 
utilizaron anticuerpos secundarios conjugados con la enzima peroxidasa de rábano 
(HRP) en solución de bloqueo al 0.5%, los cuales se incubaron durante 1 h a 
temperatura ambiente, posteriormente la membrana se lavó tres veces por 10 minutos 
en solución de TBS-T y una vez por 5 minutos en solución de TBS. La relación de 
anticuerpos utilizados ha sido detallada en la tabla 2 y 3. Como control se utilizo el 
anticuerpo anti-actina diluido 1/5000. Las membranas se revelaron por medio de un 
scanner de quimioluminiscencia “C-Digit” LI-COR Biosciences, según las 
especificaciones del fabricante, los resultados se analizaron con el programa Image J 
(National Institutes of Health; http: //rsb.info.nih-gov/ij/index.html). 
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Tabla 2.Anticuerpos primarios utilizados en este estudio. 



























cabra 1/5000 Western-blot Santa Cruz 
Biotechnology 













Tabla 3.Anticuerpos secundarios utilizados en este estudio.   
Anticuerpo Procedencia Dilución  Técnica Compañía 
Anti-ratón ratón 1/5000 Western-blot Santa Cruz 
Biotechnology 
















2.6 Cuantificación relativa por qRT-PCR de tiempo real  
 
2.6.1 Extracción de ARN 
 Se realizó una extracción de ARN total a células U2OS Dcp1-YFP, con el 
fin de evaluar la expresión de los transcritos asociados a PBs, utilizando 400 µl del 
reactivo TRIzol® (Life Technologies). Luego, se agregó 200 μL de cloroformo (Winkler) 
y se centrifugó a 13.000 rpm a 4°C por 15 minutos. Se recuperó la fase acuosa y se 
agregó 500 μL de isopropanol. Se incubó por 20 minutos a -20°C, se centrifugó a 4°C 
por 30 minutos a 13.000 rpm. El pellet fue lavado con 1 mL de etanol 70%, se 
centrifugó, se dejó secar y se resuspendió en 20 μL de agua ultrapura (HyClone). La 
concentración de ARN total se cuantificó en NanoDrop 1000 (Thermo Scientific).  
 
2.6.2 qRT-PCR de tiempo real  
 El ARN obtenido se trató con ADNasas utilizando el kit Turbo libre de ADN 
(Life Technologies) siguiendo las especificaciones del fabricante. Finalmente, el ARN se 
utilizó como molde para la reacción de qRT-PCR realizada en el termociclador Corbett 
Rotor-Gene Q 6000 (Life Science) utilizando el kit FAST Universal One-Step qRT-PCR 
(KapaBIOSYSTEMS) siguiendo el protocolo del fabricante. Se utilizaron cebadores que 
logran amplificar específicamente los transcritos que codifican para las proteínas 
celulares involucradas en el ensamblaje de los PBs (Tabla 4), como control positivo de 
la transfección se utilizaron cebadores del ARN genómico de 9 Kb “VIH-1 ARNg” y 
como control de referencia cebadores para el gen constitutivo gapdh (Valiente-
Echeverría et al. 2014) (Tabla 4) (Integrated DNA Technologies, USA). 
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Tabla 4. Lista de cebadores utilizados para RT-PCR de tiempo real 
Gen de interés Secuencia 5´- 3´ Referencia 
dcp1 F- CAATGAAAAGCATGCTCCAA 
R- AGACTGGCATGGCTTAGCTC 
Diseñado para este 
trabajo. 
pan3 F- TCTAACATCACCTGCTTCATCC  
R- TTTGACTGGGACACGTTACTC 
Bhowmick et al. 2015. 
xrn1 F- TTATGGCTGTAGATGGTGTGG  
R- TGGAATCAAATCTGGCCTCTG 
Bhowmick et al. 2015. 
gapdh F- TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT 
R- TTCTCAGCCTTGACGGTGCCA 
Valiente, 2014 














2.7 Ensayos de silenciamiento / Actividad Renilla/Luciferasa 
 Con el fin de determinar el rol de los componentes de PBs (Dcp1, Pan3 y 
XRN1) sobre la replicación viral, se realizaron ensayos de depleción de los transcritos 
que codifican para las proteínas componente de los PBs. Se trabajo con la técnica de 
ARN de interferencia (ARNi) específicos para los transcritos de interés. Se utilizaron 
300.000 células U2OS Dcp1-YFP por pocillo en placas de 6 y se transfectó con 1 μg del 
vector pNL4.3R junto con 50 ng del ARNi Dcp1 y luego de 24 hpt la actividad de renilla 
fue medida utilizando el sistema de ensayo Renilla Luciferasa (Promega Co, Madison, 
WI, EE.UU.) en un Luminometro (TurnerBiosystems) siguiendo las indicaciones del 
proveedor. 
 
2.8 Análisis Estadísticos 
 El análisis de datos estadísticos y los gráficos descritos se realizaron 
utilizando el programa GraphPad (La Jolla, CA, USA). Las diferencias entre las 
condiciones experimentales se analizaron por la prueba t de Student o análisis 




3. RESULTADOS  
 
3.1 Cuantificación de PBs en células U2OS que expresan VIH-1 
 
 Con el fin de determinar si la expresión de VIH-1 provoca una disminución 
en el número de PBs, se utilizaron células U2OS que expresan de manera estable la 
proteína Dcp1, marcador de PBs, fusionada a la proteína fluorescente verde modificada 
(YFP) (células U2OS Dcp1-YFP) y se transfectaron con el vector proviral pNL4-
3GagmRFP (representado como VIH +) o con el vector mCherry, utilizado como control 
de la transfección (representado como VIH -). Transcurridas 24 horas post-transfección 
(hpt), las células se trataron como se ha descrito en la metodología y las imágenes 
obtenidas a partir del microscopio confocal fueron posteriormente procesadas para la 
cuantificación de PBs. En ambos casos (VIH – y VIH +), se cuantificaron los PBs de 
aquellas células que se observaba de color rojo el citoplasma, indicador de que el 
vector se expresó. 
 
A partir de la cuantificación de un total de 75 células (sólo células rojas, 
para ambos casos), se generó un gráfico en el cual se muestra la distribución normal de 
los datos de células que expresan VIH y aquellas que no lo expresan. A partir del 
gráfico se observó que la probabilidad de encontrar PBs en las células que no expresan 
VIH-1 era de aproximadamente entre 5 a 6 PBs (barras grises) vistos en 
aproximadamente 14 células (Fig. 4), mientras que para las células que expresan VIH-1 
(barras rojas) la probabilidad de encontrar PBs fue de 4 PBs/célula, observado en 
aproximadamente 14 células, por lo que la distribución de estos datos que expresan 
VIH-1 se ve desplazada levemente hacia la izquierda comparado con el control. En 




Figura 4. Distribución de datos del número de PBs en células que expresan VIH-1. 
Distribución del número de PBs por célula, en células U2OS Dcp1-YFP. Las barras 
grises corresponden a aquellas que se transfectaron con el vector mCherry como 
control y en rojo aquellas que se transfectaron con el vector proviral. Análisis de datos 
después de 24 hpt (n=75 células).  
 
 Estos mismos datos, fueron representados gráficamente de una forma 
distinta mediante un diagrama de barras, en el cual se calculó el promedio de 
PBs/célula. Se obtuvo que para aquellas células que no expresan VIH-1 fue de 4.7 ± 
0.4 y para aquellas que expresan el vector proviral el promedio fue de 3.6 ± 0.2 de un 
total de 75 células, revelando una disminución significativa de la agregación de PBs en 





















Número de PBs por célula




Figura 5. Cuantificación de PBs en células que expresan VIH-1. Promedio del 
número de PBs por célula, en células U2OS Dcp1-YFP. La barra blanca corresponde a 
aquellas células que se transfectaron con el vector mCherry como control de 
transfección y la barra negra a aquellas transfectadas con el vector proviral. Recuento 
de PBs 24 hpt (n=75 células, media ± SEM) *p < 0.05. El test se realizó con un 95% de 
confianza. 
 
3.2 PBs son inducidos por Arsenito de Sodio en células que expresan VIH-1    
 
 Con el propósito de determinar si la disminución de los PBs en células que 
expresan VIH-1 se debe a un menor ensamblaje o a un aumento del desensamble de 
estos cuerpos, buscamos un tratamiento que incrementara la acumulación de PBs en 
las células, para ser utilizado como control positivo. Se ha reportado que la exposición 
de líneas celulares a estrés oxidativo inducido por Arsenito de Sodio (Ato), induce el 
ensamblaje tanto de SGs como de PBs, provocado por la fosforilación del factor eIF2α 
para dar lugar a un bloqueo del complejo ternario de traducción (Kedershaet al. 2005). 
Utilizando la misma línea celular y replicando tanto las condiciones de cultivo como de 
transfección, estas fueron sometidas a un tratamiento de Ato durante 45 minutos. Luego 




aquellas células que no expresan VIH-1; controles (VIH -), la distribución de datos se 
agrupaba mayoritariamente entre los 3 y 5 PBs presenciados en 22 células 
aproximadamente (Fig. 6-A), mientras que en aquellas células controles que fueron 
sometidas a tratamiento con Ato (VIH - ; Ato) se observaron entre 7 y 11 PBs en 
aproximadamente 10 células. Tal y como se esperaba se observó un claro 
desplazamiento de los datos hacia el aumento de los PBs cuando se aplicó el 
tratamiento, además, existe una alta varianza para ambos datos.   
 
 Anteriormente, se verificó que la expresión de VIH-1 disminuye el número 
de PBs en las células U2OS Dcp1-YFP, por lo que a células que expresan VIH-1 fueron 
sometidas a tratamientos con Ato (que inducen el ensamblaje de los PBs). Con el fin de 
dilucidar si esta disminución correspondía a un menor ensamblaje o a un aumento del 
desensamble de los PBs, en este ensayo se obtuvieron entre 3 y 4 PBs por célula en 
las células VIH-1 + y entre 8 y 9 luego de ser tratadas con Ato (VIH +; Ato) (Fig. 6-B). 
En este caso, no se observó una alta varianza en la distribución de los datos al 
contrario de lo que se obtuvo en los controles y para ambos experimentos con 











Figura 6. Distribución de datos del número de PBs/célula inducidos por Arsenito 
de Sodio. A) Gráfico de distribución de datos de PBs/célula en condiciones controles o 
sometidas a tratamientos con Arsenito de Sodio B) Gráfico de distribución de datos de 
PBs/célula en células que expresan VIH-1, crecidas en condiciones normales o 
sometidas a tratamientos con Arsenito de Sodio. VIH –: células transfectadas con el 
vector mCherry y VIH +: transfectadas con el vector proviral. Tratamientos con Ato 0.5 






  Con el fin de facilitar la visualización de los datos, se calculó el promedio 
de los PBs/célula en células controles y células VIH + y además se agregaron los 
promedios de los PBs/célula obtenidos de aquellas que fueron tratadas con Ato durante 
45 minutos (Fig. 7). Ambos casos luego del tratamiento, dieron lugar a un dramático 
aumento del número de PBs/célula, hasta de aproximadamente un 80% más PBs que 
en cada control correspondiente. Estos resultados sugieren que aquellas células que 
expresan VIH-1, no logran inhibir la agregación de los PBs, comportándose igual a los 
controles para su respectiva condición. 
 
 
Figura 7. Promedio de PBs/célula inducidos por Arsenito de Sodio. Cuantificación 
del número de PBs por célula, en células U2OS Dcp1-YFP. Las barras blancas 
corresponden a aquellas células que se transfectaron con el vector control de 
transfección: mCherry y las barras negras a aquellas transfectadas con el vector 
proviral. Tratamientos con Ato 0.5 mM durante 45 minutos. Recuento de PBs 24 hpt 
(n=75 células, media ± SEM) Los PBs fueron detectados mediante fluorescencia directa 






3.3 Tratamientos con Cicloheximida bloquea la formación de PBs 
 
  Se ha reportado que el tratamiento con Cicloheximida (CHX), fármaco que 
inhibe la actividad peptidil tranferasa eucariótica del ribosoma, actúa bloqueando la 
elongación de la traducción y el desensamble de los polisomas. Esta droga genera la 
pérdida de PBs (Kedershaet al. 2005). Para aquellas células que no expresan VIH-1 y 
que no fueron sometidas a tratamiento (VIH -), se obtuvo un promedio de 4.7 ± 0.4 
PBs/célula, resultando ser bastante dispersos los valores de las 75 células analizadas. 
Por otra parte, luego de aplicar el tratamiento con 50µg/mL CHX durante 1 h, el número 
de PBs disminuyó considerablemente, hasta en algunos casos a no encontrar ninguna 
agregación visible de PBs/célula en la gran mayoría de las que fueron analizadas VIH –; 
CHX (Fig. 8-A). Por otra parte, aquellas células que expresan VIH-1, se encontraron 
algunas que no superaban los 6 PBs/célula y luego de la hora de tratamiento éstas no 
superaban los 3 PBs/célula (Fig. 8-B). En ambos casos, se observó una disminución en 
el ensamblaje del número de PBs y los promedios obtenidos de PBs/célula luego del 
tratamiento fueron prácticamente iguales (Fig. 9). Esto nos indica que el tratamiento con 
CHX bloquea la formación de los PBs, aún cuando las células están expresando VIH-1, 
sin embargo cuando las células expresan VIH-1 no logran bloquear más PBs que 













Figura 8. Distribución de datos del número de PBs/célula inducidos por 
Cicloheximida. A) Gráfico de distribución de datos de PBs/célula de células que no 
expresan VIH-1 (VIH -), crecidas en condiciones normales o sometidas a tratamientos 
con Cicloheximida. B) Gráfico de distribución de datos de PBs/célula de células que 
expresan VIH-1 (VIH +), crecidas en condiciones normales o sometidas a tratamientos 
con Cicloheximida. VIH –: células transfectadas con el vector mCherry y VIH +: 
transfectadas con el vector proviral. Tratamientos con CHX 50µg/mL durante 1 hora. 






















































Figura 9. Promedio de PBs/célula inducidos por Cicloheximida. Cuantificación del 
número de PBs por célula, en células U2OS Dcp1-YFP. Las barras blancas 
corresponden a aquellas células que se transfectaron con el vector control de 
transfección: mCherry y las barras negras a aquellas transfectadas con el vector 
proviral. Tratamientos con CHX 50µg/mL durante 1 hora. Recuento de PBs 24 hpt (n=75 
células, media ± SEM). Los PBs fueron detectados mediante fluorescencia directa por el 
marcador de PBs Dcp1-YFP. *p < 0.05. El test se realizó con un 95% de confianza 
 
3.4 Expresión de proteína Dcp1 componente de los PBs aumenta durante la 
expresión de VIH-1  
 
 Dado que se encontró que la expresión de VIH-1 disminuye la formación 
de los PBs (Fig. 5) se evaluaron los niveles citoplasmáticos de los componentes de los 
PBs; Dcp1, Pan3 y Xrn1 (componentes de la maquinaria de degradación del ARNm). 
Las células U2OS Dcp1-YFP fueron transfectadas con el vector proviral o con el vector 
control de la transfección durante 24 h y mediante una lisis celular se obtuvo la fracción 
de proteínas para su análisis mediante inmunotransferencia. Para la cuantificación, se 
realizó un análisis densitómetrico mediante el programa Image J. Con este programa se 
determinaron los valores de área e intensidad de las bandas de interés obtenidas en el 
inmunoblot. Todos los resultados obtenidos se normalizaron con respecto a la 
expresión de Actina. Los niveles de proteína Dcp1 estables (Dcp1-YFP; 75 kDa) no 
mostraron cambios significativos cuando las células expresaban VIH-1, sin embargo, al 
evaluar los niveles de proteína Dcp1 endógeno (63 kDa) se observó un aumento 
31 
 
significativo de aproximadamente 50% para aquellas células que expresan VIH-1 al 
compararlas con el control, tal como se muestra en la figura 10. No se lograron obtener 
los niveles proteicos mediante inmunoblot de Pan3 ni de Xrn1 debido a problemas 
técnicos de estandarización del protocolo para ambos anticuerpos, ya que a pesar de 
realizar cambios en porcentaje de geles, en los tiempos tanto de corrida de los geles 
como de la transferencia y además en haber variado las concentraciones de los 
anticuerpos, no se lograron analizar las proteínas con la técnica de inmunotransferencia 
(datos no mostrados). Sin embargo, se observó que los anticuerpos si funcionaron 
mediante la técnica de Inmunofluorescencia (Anexo Figura 1), además, se utilizó un 
marcador de SGs (TIAR) para certificar que las agregaciones observadas 
correspondieran a PBs y no a SGs. La proteína viral estructural Gag se utilizó como 
marcador de la transfección viral por VIH-1 (Fig. 10). Los resultados son representativos 
de tres experimentos independientes. 
 
Figura 10. Niveles de expresión de la proteína Dcp1 en respuesta a la expresión 
de VIH-1. Extractos celulares de células U2OS Dcp1-YFP que expresan VIH-1 (VIH +) y 
que no expresan el virus (VIH -: control) fueron analizados con la técnica de 
inmunotransferencia utilizando anticuerpos anti-Dcp1, anti-gag y anti-actina. Como 
control de carga se utilizó Actina. Segundo panel: Promedio de la cuantificación de la 
intensidad de bandas del primer panel, las cuales se normalizaron con actina. Los 
análisis se efectuaron a las 24 hpt. Los resultados son representativos de tres 
experimentos independientes. * p < 0.05. El test se realizó con un 95% de confianza.  
32 
 
3.5 Niveles de expresión de transcritos correspondientes a componente de los 
PBs durante la expresión de VIH-1 
 
  Para conocer si la expresión de estas proteínas componentes de los PBs 
son reguladas durante la transcripción en células que expresan VIH-1, se evaluaron los 
niveles de los transcritos de los genes dcp1, xrn1 y pan3, los análisis se realizaron a las 
24 hpt por qRT–PCR.  Sorpresivamente, a partir de la evaluación de los transcritos de 
los genes de pan3 y dcp1, no se encontraron cambios significativos en los niveles de 
expresión de los transcritos de pan3 y dcp1 (panel A y B respectivamente), aunque en 
ambos casos se observó una tendencia del aumento de los niveles de expresión para 
los componentes de los PBs. En el caso de pan3, los niveles aumentaron 
aproximadamente un 80% respecto al control, mientras que para dcp1 fue de 
aproximadamente un 50% cuando las células expresaban VIH-1. Por otra parte, al 
evaluar el gen xrn1 se observó que sus niveles disminuyeron  significativamente en 
aproximadamente un 60% en aquellas células que expresaban VIH-1 (Fig. 11-C). El uso 
de gapdh como un gen de referencia para la PCR en tiempo real es justificado, ya que, 
previamente se ha informado que la expresión del vector proviral no tiene efecto sobre 
este ARNm celular (Valiente-Echeverria et al., 2014). Estos resultados podrían sugerir 
que un mecanismo post-transcripcional es responsable de la reducción de la 















Figura 11. Niveles de expresión de los componentes de los PBs obtenidos a partir 
de lisis total de células que expresan VIH-1.  El ARN total de las células U2OS Dcp1-
YFP que expresan VIH + y control (VIH -) se aisló a las 24 hpt mediante el método 
TRIzol y se sometió a PCR cuantitativa en tiempo real utilizando cebadores específicos 
para dcp1, xrn1 y pan3 utilizando como colorante SYBR Green. Factores de cambio de 
las transcripciones (cada transcripción se normalizó contra los respectivos gapdh CT) se 
obtuvieron con respecto al control que simula la transfección. Los resultados son 
representativos de cuatro experimentos independientes. * p < 0.05. El test se realizó 
con un 95% de confianza. 
 
 Debido a que no se obtuvo un resultado con cambios significativos de los 
transcritos que codifican para los genes dcp1 y pan3 (Fig.11 A y B), en células que 





Los tiempos escogidos para el análisis fueron a las 3, 6, 9 y 24 hpt con el vector proviral 
pNL4-3GagmRFP o con el vector control de la transfección mCherry. Luego de analizar 
los datos se observó que para los tres transcritos evaluados en células que no expresan 
VIH-1, estos niveles aumentaron y disminuyeron de manera similar en los 4 tiempos 
escogidos. Al evaluar los niveles de pan3, se observó que disminuían hasta 
aproximadamente un 30% de las 3 hpt en adelante al compararlos con los niveles que 
habían al inicio del experimento (t=0), de manera similar, para el caso de aquellas 
células que expresaban VIH-1 los niveles de los transcritos disminuyeron 
progresivamente de las 3 hpt en adelante, aunque estos eran mayores que las 
condiciones controles en aproximadamente un 10% para cada caso (Fig.12-A). Cuando 
se evaluaron los niveles obtenidos de los transcritos del gen de dcp1 en células VIH +, 
se observó una disminución progresiva y significativa respecto a los controles (t=0), 
muy similar a lo que ocurrió en el caso de pan3 y a 24 hpt se observó una mayor 
disminución de los niveles de dcp1 (Fig. 12-B). En ambos casos (VIH – y VIH +), a las 
24 hpt los niveles de transcrito disminuyeron a menos del 2 %, debido a que estos 
niveles con son menores para el caso de VIH + respecto a los controles, se  descarta 
que ésta disminución pueda ser efecto de la transfección. 
Por otra parte, al evaluar los niveles de los transcritos que codifican para 
la proteína Xrn1 en células que expresan VIH-1, los niveles se mantuvieron sobre el 
50% solo a las 3 hpt cuando se expresaba virus (VIH +) y en las horas subsiguientes (6, 
9 y 24 hpt) los niveles disminuyeron progresivamente hasta llegar a niveles que no 
superaron el 2% para xrn1, al evaluar los niveles de transcrito de los controles 
observamos que estos se comportaban de manera similar a lo que ocurría con pan3. 
Los tres transcritos evaluados para este trabajo disminuyeron significativamente a un 
2.5 % cuando se evaluaron a las 24 hpt. Con estos resultados podemos esclarecer que 
la expresión de VIH-1 afecta la transcripción de varios ARNm del hospedero con 5´cap 
y 3´cola de poli (A) involucrados en la degradación del ARNm conforme pasan las 











Figura 12. Cinética de los niveles de expresión de componente de los PBs de 
células que expresan VIH-1. El ARN total de las células U2OS Dcp1-YFP que 
expresan VIH + y VIH – fueron aislados a las 0, 3 6, 9 y 24 hpt mediante el método 
TRIzol y se sometió a PCR cuantitativa en tiempo real utilizando cebadores específicos 
para dcp1, xrn1 y pan3, utilizando como colorante SYBR Green. Factores de cambio de 
las transcripciones (cada transcripción se normalizo contra sus respectivos CT gapdh) 
se obtuvieron con respecto al control que simula la transfección. Los resultados son 
representativos de tres experimentos independientes. El test se realizó con un 95% de 
confianza. Los asteriscos indican diferencias significativas comparadas a su control 






3.6 Efectos del silenciamiento de Dcp1 sobre la replicación de VIH-1 
 
 Finalmente, dado que se observó un aumento significativo tanto a nivel 
proteico como de transcrito de un componente de los PBs, aquel involucrado en el 
decapping, y que además su agregación se vio afectada en células que expresaban el 
virus, decidimos investigar el rol potencial de este componente de los PBs, durante la 
expresión de VIH-1. Para este ensayo se utilizaron células U2OS parentales, las cuales 
fueron transfectadas con el vector proviral pNL4.3R junto con 50 nM de ARN de 
interferencia para dcp1 (ARNi) ó como control se transfectaron con el vector pCINEO-
GFP (el cual no expresa renilla) más el ARNi. Se sembraron las células por duplicado 
para ser transfectadas como se mencionó anteriormente, y transcurridas las 24 hpt 
fueron lisadas con dos buffer de lisis diferentes, con el fin de evaluar a expresión de los 
transcritos de los genes dcp1, renilla y de gapdh por qRT – PCR en tiempo real, así 
como también, la actividad de renilla (que corresponde a gag). 
 
  Para comprobar si se redujo la expresión de la proteína Dcp1 componente 
de los PBs luego de haber tratado a las células con el ARNi, se analizó el nivel proteico 
mediante la técnica de western blot y a nivel de los transcritos que codifican para los 
genes dcp1 y de gapdh por qRT – PCR en tiempo real. Los resultados mostraron que 
los niveles de Dcp1, cuando las células expresaban el virus, disminuyeron 
aproximadamente de un 100 a un 85% y a aproximadamente un 60% cuando las 
células expresaban VIH-1 más el ARNi en células U2OS (Fig.13). Por otra parte, a partir 
del análisis de los extractos proteicos, mediante la cuantificación de la intensidad de 
bandas se obtuvo que la expresión de Dcp1 disminuyo en aproximadamente un 20% 












ARNi Dcp1:      -       +             -               + 






Figura 13. Silenciamiento de Dcp1. Células U2OS fueron transfectadas con el vector: 
pCINEO-GFP (Control; VIH -) ó el vector pNL4.3R (VIH +) y se agregaron 50nM del 
ARNi Dcp1 en cada caso como corresponde. El ARN total fue aislado a las 24 hpt 
mediante el método TRIzol y se sometió a PCR cuantitativa en tiempo real utilizando 
cebadores específicos para dcp1 y gapdh, utilizando como colorante SYBR Green. 
Factores de cambio de las transcripciones (cada transcripción se normalizo contra su 
respectivo CT gapdh) se obtuvieron con respecto al control que simula la transfección. 
En el panel se muestran los extractos celulares de células U2OS que fueron analizados 
a las 24 hpt con la técnica de inmunotransferencia utilizando anticuerpos anti-Dcp1 y 
anti-actina. Como control de carga se utilizo Actina. Los asteriscos indican diferencias 
significativas comparadas a su control correspondiente (*p < 0.05). El test se realizó con 
un 95% de confianza. 
 
 Posteriormente, seguido de corroborar el silenciamiento de Dcp1 se 
evaluaron los niveles de acumulación de ARNg de VIH-1 (ARN genómico viral de 9 Kb), 
y se obtuvo que éste disminuyó aproximadamente en un 40% cuando las células fueron 
tratadas con 50 nM del ARNi Dcp1 al compararlas con los niveles de aquellas células 
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que sólo expresaban el virus (Fig. 14). Además, se midió el efecto del silenciamiento en 
la actividad de gag-renilla, los resultados mostraron que en aquellas células que 
expresan VIH-1 y que fueron transfectadas con 50 nM del ARNi Dcp1 la actividad de 
renilla se vio disminuida en aproximadamente 3.3 veces respecto de aquellas que solo 
expresaban el virus (Fig. 14). Es importante destacar que los ARNi no afectaron las 







                                                                         ARNi Dcp1:        -             +        -             + 
                                                                     VIH-1:                 -             -        +             + 
Figura 14. Evaluación del efecto del silenciamiento de Dcp1 en células que 
expresan VIH-1. Las células U2OS fueron transfectadas con el vector: pCINEO-GFP 
(Control negativo; VIH -) ó el vector proviral pNL4.3R (VIH +) y se agregaron 50nM del 
ARNi Dcp1 según corresponda. A) El ARN total de las células U2OS fue aislado a las 
24 hpt mediante el método TRIzol y se sometió a PCR cuantitativa en tiempo real 
utilizando cebadores específicos para ARNg viral y gapdh, utilizando como colorante 
SYBR Green. Factores de cambio de las transcripciones (cada transcripción se 
normalizo contra su respectivo CT gapdh) se obtuvieron con respecto al control que 
simula la transfección. B) Actividad Renilla/Luciferasa a las 24 hpt. Cada medición 
corresponde a 3 experimentos independientes realizados en duplicado. Los asteriscos 
indican diferencias significativas comparadas a su control correspondiente (*p < 0.05). 
El test se realizó con un 95% de confianza. Barras de error indican desviaciones 







 4. DISCUSIÓN 
 
 Los PBs son focos citoplasmáticos fácilmente detectables en las células. 
Estos albergan proteínas que actúan en la degradación del ARNm y en la represión de 
la traducción (Aizer et al., 2008). Estudios han demostrado que el número y tamaño de 
PBs puede variar dependiendo del organismo, tejido, fase celular o condiciones de 
estrés. Se ha identificado que los PBs pueden ensamblarse o desensamblarse de 
acuerdo a las etapas del ciclo celular o por respuesta a estrés (Aizer et al., 2008; 
Kedersha et al., 2005). La infección viral provoca estrés en la célula y, debido a que los 
PBs están involucrados en la degradación del ARN, no es de extrañar que los virus que 
poseen genoma de ARN deban antagonizar sus funciones. Por lo que, este proyecto 
propuso dilucidar si las células que expresan VIH-1 poseen un defecto en el ensamblaje 
de los PBs, o si bien son capaces de desensamblar PBs existentes. Nuestros datos 
presentados establecen que la expresión de VIH-1 provoca una disminución en el 
número de PBs/célula, respecto a aquellas que no expresan el virus (Fig. 5). Con el 
propósito de determinar si esta efectiva disminución de los PBs en células que 
expresan VIH-1 se debe a un menor ensamblaje o a un aumento del desensamble de 
estos cuerpos, se buscó un tratamiento que actuara como control positivo de la 
formación de los PBs. En un estudio, se reportó que la aplicación de Ato induce el 
ensamblaje tanto de SGs como de PBs (Kedershaet al. 2005), por lo que fue utilizado 
como control positivo de la formación de PBs, esperando que las células VIH – Ato 
(control con Ato) aumentaran significativamente el número de PBs/célula respecto a las 
VIH – luego del tratamiento (Fig. 6-A). Cuando las células que expresaban VIH-1 fueron 
sometidas al tratamiento con Ato (Fig. 6-B), estas no lograron formar más PBs que el 
control (VIH – Ato), a pesar de ser incubadas bajo tratamientos que promovían la 
formación de PBs, por lo que estos resultados sugieren que bajo un promotor de la 





 Por otra parte, se utilizó un inhibidor farmacológico de la elongación la 
traducción el cual promueve el desensamble de los PBs, lo que sugiere que estos se 
ensamblan a partir del ARNm traduccionalmente competentes. Tal como se esperaba 
en las células VIH – CHX (control con CHX), luego de someter a tratamientos con CHX, 
se observó una drástica disminución en el número de PBs por célula y en aquellas 
células que expresaban VIH-1 ocurrió lo mismo (Fig. 9), demostrando que la restricción 
del ARNm a los polisomas conduce a la reducción del ARNm citoplasmático libre y por 
lo tanto resulta un desensamble de los PBs (Aizer et al. 2008). Dado a que con los 
tratamientos escogidos no hubieron cambios aparentes y no se logró esclarecer si la 
disminución observada de los PBs se debe a un aumento del desensamblaje o a una 
disminución del ensamblaje, para lograr esclarecer esto se podrían utilizar otro tipo de 
tratamientos, tal como la estimulación de otras vías que promueven la formación de los 
PBs, tales como la utilización de chaperonas o deprivación de aminoácidos, entre otras. 
Estos ghallazgos sugieren que una población de las proteínas de los PBs se distribuye 
difusamente y no pueden agregar en PBs, además se ha descrito que, en condiciones 
normales en células de mamíferos, su agregación podría también depender de la red de 
microtúbulos y participar en la restricción del tamaño del PB (Sweet et al. (2007), por lo 
que la expresión de VIH-1 podría también estar afectando a nivel de los microtúbulos.  
 
 Debido a que nos encontramos con una disminución de la cantidad de 
PBs/célula en células que expresan VIH-1, evaluamos los niveles de expresión de la 
proteína Dcp1 mediante inmunotransferencia. A partir del análisis se obtuvo que la 
proteína involucrada en el decapping aumento significativamente en aquellas células 
VIH-1 + al compararlas con la expresión de proteínas de aquellas células que no 
expresaban el virus (VIH-1 - ), tal como se observa en la figura 10. Estos resultados 
podrían ser indicativos que la agregación de los PBs podría verse perjudicada 
posiblemente a la presencia de una de las proteínas virales ya que los niveles 




  Continuando con el análisis de los PBs, el proceso de deadenilación del 
ARNm es un prerrequisito para la formación de los PBs y desempeña un papel inicial en 
las etapas de la degradación de este, permitiendo que las partículas de ARNm ingresen 
a los PBs ya existentes o inicien la formación de unos nuevos (Zheng et al., 2008). Las 
proteínas componentes de la maquinaria de deadenilación son: CCR4, CAF1, Pan2 y 
Pan3, y no sólo enriquecen a los PBs con su presencia, si no que algunos de ellos, 
como Pan3, también son responsables de la formación y el mantenimiento de estos 
agregados citoplasmáticos microscópicamente visibles (Decker et al., 2007; Zheng et 
al., 2008). Por esta razón, se seleccionó como marcador de la etapa de deadenilación 
de los PBs a Pan3 para evaluar los niveles de expresión en células que expresan VIH-
1. Sorpresivamente, se encontró que la expresión por VIH-1, 24 h post-transfección, no 
desencadenaba cambios aparentemente significativos, tanto para Pan3 como para 
Dcp1, respecto al control que simula la transfección, pero sin embargo si se observa 
una tendencia al aumento de estos niveles de expresión de sobre el 50% al 
compararlos con el control (Fig. 11), mostrándonos que que hay disponibilidad de las 
proteínas evaluadas, sin embargo, la agregación de los PBs está viéndose afectada. Se 
encontró que la expresión del VIH-1 desencadenaba una disminución significativa en 
los niveles de expresión de Xrn1 de aproximadamente un 60%, sin embargo, no es 
posible descartar que la disminución de los niveles de Xrn1 no sea debido a 
regulaciones post-transcripcionales de esta proteína o una posible relocalización 
nuclear y por lo tanto, la subsiguiente indisponibilidad de ARNm que podría ser la 
responsable de la disminución de los niveles de proteínas de los componentes de los 
PBs. Se ha descrito que la relocalización nuclear de las proteínas del hospedero tras la 
infección viral como una estrategia importante empleada por los virus (Kusset et al., 
2013; Yarbrough et al., 2014), y para explicar ésta situación, en futuros trabajos se 
debiera realizar un análisis comparativo de la fracción nuclear y citoplasmática de las 
proteínas que se evaluaron en este trabajo y así poder aclarar las regulaciones que 
ocurren en las células que expresan VIH-1. Además, se puede plantear la hipótesis de 
que la degradación de Xrn1, podría ser beneficiosa para la propagación viral, 
especialmente protegiendo el ARN viral de las exonucleasas y los componentes del 
decapping del sistema de vigilancia de control de calidad del ARNm celular. Por otra 
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parte, se observó que en las células que expresan VIH-1 ocurría una disminución 
progresiva de la expresión de los transcritos que codifican para las proteínas Pan3, 
Dcp1 y Xrn1 a medida que transcurrían las horas luego de la transfección y que a las 24 
hpt los transcritos disminuían considerablemente no superando el 2% de expresión para 
los tres genes evaluados (Fig. 12), esto puede deberse a que en trabajos anteriores se 
ha demostrado que la expresión de VIH-1 comienza a las 3 hpt y a las 6 hpt se puede 
encontrar la presencia del precursor p55 Gag, y a las 24 hpt ya son capaces de 
encontrarse los tres precursores proteicos (p55, p41 y p24) (Valiente-Echeverria et al., 
2014). Tomando todos estos resultados, este estudio ha demostrado que el VIH-1 
podría estar utilizando componentes de los PBs, ésta utilización podría estar regulando 
la replicación y traducción del ARN del VIH-1. De hecho, más importante aún, estos 
PBs pueden estar involucrados en el mantenimiento del genoma del ARN del VIH-1 con 
estructura 5´cap y 3´cola de poli (A) en el citoplasma durante largos periodos, ya que la 
disminución de los niveles de transcrito de las proteínas componente de los PBs ocurrió 
en tiempos posteriores (24 hpt). Debido a que sólo logramos evaluar completamente a 
Dcp1, tanto a nivel proteico como de los niveles de transcrito, utilizamos la técnica de 
silenciamiento mediante ARNi para evaluar el efecto de Dcp1 sobre la replicación viral y 
nos encontramos con que el silenciamiento del ARNm de dcp1 de aproximadamente del 
40% afecta tanto la actividad de gag como la expresión de los niveles del ARNm 
completo de VIH-1 (Fig. 13 y 14). Los resultados sugieren que este virus afecta la 
agregación de los PBs y además podría modular factores de la maquinaria de vigilancia 
para favorecer su replicación. 
 Futuros estudios sobre cómo se ven afectados componentes de los PBs 
durante la infección viral nos ayudará a comprender en más detalle acerca de las 
regulaciones post-transcripcionales de los componente de los PBs y potencialmente 
identificar nuevos factores involucrados durante la infección viral. Por lo tanto, la 
revisión al rol que cumplen los componentes de la maquinaria de vigilancia involucrados 
en la degradación del ARNm en células que expresan VIH-1, podría ser la premisa para 




5. CONCLUSIÓN Y PROYECCIONES 
 
 La expresión del VIH-1 en células U2OS Dcp1-YFP reduce significativamente la 
agregación de los PBs . 
 
 VIH-1 no es capaz de bloquear el ensamblaje de PBs mediado por Arsenito de 
Sodio. 
 
 Los niveles de expresión de Dcp1 aumentaron sobre un 50% cuando las células 
expresan VIH-1.  
 
 El silenciamiento de Dcp1 disminuye la expresión del mensajero completo de 
VIH-1 así como también la expresión de la proteína viral gag.    
 
 Queda para estudios futuros ampliar el conocimiento determinando 
específicamente si la depleción de otros componentes de los PBs incide en la 
replicación del VIH-1 y finalmente llevar este estudio al modelo celular de los linfocitos, 
el cual es fundamental para continuar con estos estudios. Una proyección a corto plazo 
para este trabajo seria realizar una cinética de agregación de los PBs, el cual sería un 
complemento a este trabajo.  
 Además, el conocimiento que se puede generar a partir de este estudio se puede 
extrapolar a otras infecciones virales, así como también, seguir a fondo con las 
investigaciones para lograr sentar las bases moleculares por las cuales el virus actúa y 
así a través de esfuerzos futuros lograr identificar el rol de los PB sobre la replicación 
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7. ANEXO  
Anexo 1. Análisis mediante Inmunofluorescencia de anticuerpos para Pan3, 
Dcp1, Xrn1 y Tiar. Imágenes confocales de células U2OS Dcp1-YFP luego de 24 horas 
de haber sido cultivadas óptimamente y no recibir tratamiento con arsenito, mientras 
que, otras fueron cultivadas bajo condiciones de estrés oxidativo (Arsenito de Sodio 0.5 
mM). Todos los núcleos de los paneles A, B y C se tiñeron con DAPI (azul) y la columna 
izquierda en los paneles muestra la superposición de imágenes (Merge). Escala de 
barras representa 20 um. 
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